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ANGIOGENESIS Y CÁNCER COLORRECTAL  
 
 
INTRODUCCIÓN 
El cáncer colorrectal ocupa el t rcer lugar en frecuencia de aparición en todo el mundo. En 
España, aunque la incidencia es mas baja que en otros países desarrollados, es el segundo 
más frecuente en varones después del cáncer de pulmón, con una incidencia del 11.8%. En 
la mujer la incidencia es del 14.3%, ocupando el segundo lugar después del cáncer de 
mama. En 1994, 7266 personas murieron de cáncer colorrectal en nuestro país (1). 
A pesar de la aparición de nuevos métodos diagnósticos, técnicas quirúrgicas más agresivas 
(2), y mejor terapia coadyuvante, al menos un tercio de los pacientes intervenidos 
quirúrgicamente debido a cáncer colorrectal con intención curativa, mueren a consecuencia 
de recidiva neoplásica local o a distancia. 
La supervivencia global a los cinco años se cifra en un 60%. Sin embargo  hasta el 15-20% 
de enfermos con cáncer colorrectal en estadios precoces sucumbirá a su enfermedad y este 
porcentaje aumentará hasta el  40-80% en estadios avanzados(3). Se estima que entre un 
10-25% de los enfermos presentan metástasis en el momento del diagnostico y que entre un 
60-70% de los enfermos que mueren por cáncer colorrectal desarrollan metástasis 
hepáticas(4). La aparición de metástasis representa por lo tanto un serio obstáculo en el 
tratamiento de estos enfermos. 
PROCESO METASTASICO  
 El proceso metastático es secuencial y conlleva una serie de etapas que deberán 
completarse.(Fig. 1). 
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1) Crecimiento tumoral inicial. 
2) Invasión local. 
3) Diseminación sanguínea. 
4) Invasión del órgano diana. 
5) Establecimiento y crecimiento progresivo en el órgano diana. 
                                                                        
Sin embargo y a pesar de los efectos devastadores sobre el huésped, el proceso metastático 
encuentra muchas dificultades para su conclusión. Fidler, en 1970, observa que menos del 
1% de las células tumorales radiomarcadas sobreviven en el torrente circulatorio a las 24 
horas y de estas, menos del 0.1%, son capaces de metastatizar(5). 
El desarrollo secuencial por etapas del proceso metastático puede ser considerado ventajos
desde el punto de vista clínico, ya que el conocimiento de las diferentes moléculas , que 
intervienen en cada etapa, posibilita la aparición de nuevos métodos terapéuticos. 
 
1) CRECIMIENTO TUMORAL INICIAL  
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 Factores de crecimiento.- Según el modelo propuesto por Fearon y Vogelstein(1990), el 
cáncer colorrectal se desarrollaría de una forma ordenada, a través de una serie de cambios 
genéticos(6).  (Fig.2).Existe la hipótesis que considera la aparición de células tumorales con 
un fenotipo bioquímico diferente, alta malignidad y poder metastático dentro del tumor 
primitivo y en su progresión a fases avanzadas (7). 
 
                                                              
Entre las alteraciones genéticas específicas cuya expresión molecular se relaciona con el 
proceso metastático se encuentra el k-ras (12p),  presente en el 40-5 % de los canceres 
colorrectales esporádicos y  relacionado con la formación de adenomas(8).La aparición de 
mutaciones del k-ras disminuyen la supervivencia y el periodo libre de enfermedad en el 
cáncer colorrectal(9-11). 
Entre los genes supresores destaca el p53 (17p), cuya mutación aparece  en el 70-80% de 
los canceres colorrectales(12),  e interviene en la transformación de adenoma a 
carcinoma(6), siendo su  papel  en la angiogenesis fundamental. La sobre expresión de la 
proteína p53, se utiliza como marcador de las mutaciones del p53, y se relaciona con un 
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peor pronostico.(13-17). La presencia de mutaciones del p53 se puede realizar mediante 
estudio secuencial del DNA complementario, encontrando también valor pronóstico(11-18). 
La mutación o pérdida del gen deleccionado del cáncer colorrectal, (DCC),  relacionado con 
las moléculas de adhesión , también intervendrá en la progresión de adenoma a 
carcinoma(19), y se relaciona con tumores en estadios más avanzados(20,21) y con peor 
pronóstico(22). 
Por último hablaremos del nm23 considerado como  gen supresor del proceso  metastático. 
La expresión de dos proteínas: nm23-H1 y nm23-H2 en el cáncer colorrectal y su 
significación son controvertidas. Mientras  unos autores encuentran  que una expresión 
reducida del nm23 se asocia con estadios avanzados de la enfermedad y metástasis(23,24), 
otros encuentran que la sobres presión del nm23 se relaciona con recurrencia, metástasis 
hepáticas y supervivencia disminuida(25-27).Esta aparente contradicción es explicada por 
Berney(27), que cree que la sobres presión del nm23 seria debida a una proteína nm23de 
tipo mutante como consecuencia de la delección del nm23. No obstante otros trabajos 
recientes no han podido relacionar la expresión del nm23 con el estadiaje y/o pronóstico (28-
30). 
2) INVASIÓN LOCAL  
2.1 Moléculas de adhesión.- Para que las células tumorales, puedan invadir tejidos 
adyacentes, deban ser capaces de desprenderse del tumor primario, venc endo unas fuerzas 
de adhesión que tienden a mantenerlas unidas, gracias a unas moléculas de adhesión: 
cateninas y E-caderina. Enfermos por cáncer colorrectal en estadios avanzados muestran 
niveles bajos de alfa catenina y E-caderina(31,32). Por lo tanto algunos autores asocian esta 
reducción con tumores más indiferenciados y peor pronostico(33,34).Fig(3) 
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2.2 Enzimas proteoliticas.- A continuación las células deben abrirse paso a través de la 
membrana basal, compuesta por glicoproteinas y proteoglican s, y que descansa sobre la 
matriz extracelular, un enrejado de fibras de colágeno y elastina embebidas también en 
proteoglicanos y glicoproteinas. La degradación tanto de la membrana basal como de la 
matriz extracelular, es posible gracias a una seried  nzimas proteoliticas que son 
secretadas al medio extracelular en forma de proenzimas tanto por células tumorales como 
por las células del tejido conectivo normal. Hasta el momento se conocen cuatro familias 
distintas de proteasas: serín proteasas, cisteinil proteasas, aspartil proteasas y 
metaloproteasas.   
El primer componente de la familia de las metaloproteasas fue descrito por Liotta a finales de 
los años setenta. Se trataba de una proteasa producida por tumores murinos, capaz de 
degradar el colágeno tipo IV a pH neutro (35). Desde entonces, numerosos estudios 
experimentales han permitido caracterizar otros componentes de esta extensa familia, así 
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como el papel que juegan en el desarrollo de tumores malignos. (36-39). En la actualidad se 
sabe que se trata de endopeptidasas zinc dependientes, que globalmente se caracterizan 
porque son secretadas al medio extracelular en forma de proenzimas solubles, activadas por 
acción de otras proteasas de la misma familia o del sistema de activación del plasminógeno. 
Son susceptibles a la acción de inhibidores endógenos y en condiciones fisiológicas, 
participan en los procesos de remodelación tisular, cicatrización y angiogénesis. 
Los componentes de la familia se pueden subdividir en cuatro grupos basándose en la 
especificidad de su substrato y en sus características estructurales (Tabla 1) (36). Dentro de 
este extenso grupo, las metaloproteasas que más se han relacionado con los procesos de 
invasión tumoral y metástasis son aquellas que degradan específicamente el colágeno tipo 
IV: gelatinasa A (MMP-2), gelatinasa B (MMP-9), estromelisina-1 (MMP-3) y estromelisina-2 
(MMP-10). (K. Porter-Jordan y M.E. Lippman, 1994).  
En condiciones fisiológicas, la producción y activación de las metaloproteasas está sujeta a 
un estricto control tanto a nivel genético como estructural. Existe además un tercer 
mecanismo regulador que viene a reforzar los anteriores, y es la presencia en el organismo 
de inhibidores específicos. Se conocen al menos cuatro de estos inhibidores, que en 
conjunto se denominan inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMP). Todos ellos 
inhiben a la mayoría de las metaloproteasas en su forma activa, y algunos además son 
secretados formando complejos y bloqueando la proenzima (36, 40). 
Numerosos estudios han demostrado la localización predominante de MMP-9 y MMP-2 en la 
interfase tumor-estroma tanto en los tumores colorrectales primarios como en las metástasis 
hepáticas (40-43). Mediante técnicas de hibridación in situ e inmunohistoqímica, se ha 
demostrado la producción mayoritaria de MMP-9 por las células estromales peritumorales 
(fibroblastos y macrófagos) in vivo. Las células tumorales actuarían induciendo la producción 
de MMP-9, probablemente por la acción de factores paracrinos, aunque estos mecanismos 
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están aún bajo investigación. (41, 44,45). Estos datos sugieren que MMP-9 juega un papel 
importante en la capacidad metastásica del carcinoma colorrectal. Dependiendo de la técnica 
de identificación empleada, la mayoría de los autores coinciden en que existe correlación 
entre la presencia de niveles elevados de MMP-9 y el grado de diferenciación tumoral (46-
47). Zeng y cols. demostraron por primera vez además el valor pronóstico de MMP-9 RNA: 
niveles elevados se relacionaban con menor supervivencia y mayor riesgo de recidiva tras 
cirugía. (48). 
Kim y cols. (49) encuentran una correlación positiva entre  MMP-9 y MP-2 y angiogénesis 
en el cáncer colorrectal,  siendo las metaloproteasas marcadores de agresividad local frente 
a la angiogénesis, predictora de enfermedad metastásica Fig(4) 
 
 
 
                                                                     
Niveles elevados de estromelisina 3, MMP-1 y matrilisina (MMP-7) también se han detectado 
en carcinoma colorrectal, frente a niveles escasos o ausentes en adenom s y mucosa 
normal. (50-52). 
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Además de las metaloproteinasas, otras enzimas proteolíticas como la catepsinas, sobre todo la 
catepsina B, también se encuentran implicadas en este proceso. Las catepsinas son enzimas 
proteolíticas lisosómicas implicadas en una gran variedad de procesos fisiológicos, ampliamente 
distribuidas en tejidos sanos, con una concentración  mayor en células esplénicas, renales, 
hepáticas y en macrófagos. Las catepsinas tienen un peso molecular que varía entre 14 y 650 
Kda. Son sintetizadas en los ribosomas celulares desde donde son transferidos al retículo 
endoplásmico, al aparato de Golgi, y finalmente a los lisosomas mediante el reconocimiento por 
un  receptor de la manosa 6-fosfato  presente en la molécula enzimática. Sintetizadas como 
pre-proenzimas,  posteriormente tras un proceso de glicosilación y fosforilación alcanzarán su 
forma enzimática activa(53). 
Procesos  oncogénicos e inflamatorios, hacen posible que se produzca una alteración  en el 
transporte de las catepsinas hasta los lisosomas, lo que provoca su secreción a la matriz 
extracelular.  
  Las catepsinas se dividen en exopeptidasas y endopeptidasas, con subdivisión de acuerdo 
a la actividad lítica y estructura aminoácida en sus centros activos. Las catepsinas B,H,K,L,S 
y T, son endopeptidasas que pertenecen a la familia de las cisteina-proteinasas. La 
catepsina G, también se define como endopeptidasa, aunque dentro de las serina-
proteinasas. Las catepsinas D y E, son endopeptidasas con aspartato como parte de su 
centro activo.  Por su parte las catepsinas A y C, son clasificadas como serina y dipeptidil 
respectivamente exopeptidasas (53) . 
Niveles elevados de algunas catepsinas se han asociado con la destrucción patológica de la 
matriz extracelular, permitiendo el desarrollo de metástasis, e interviniendo en la aparición y 
mantenimiento de múltiples enfermedades: arteriosclerosis, enfisema pulmonar, osteoporosis 
y artritis reumatoide. Keyszer(54), cuantificó los niveles séricos de las   catepsinas  B,H y L 
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en la artritis reumatoide, sin  encontrar elevación de las mismas,  que  pudiera  justificar el 
uso de estos valores como marcadores de la actividad de la enfermedad inflamatoria. 
  Las catepsinas B,L y D intervienen en el proceso degenerativo del tejido extracelular y en la 
regulación de determinados factores de crecimiento en procesos neoplásicos como son  el 
cáncer de mama, colorrectal y gástrico(55-58). 
  Maciewitz et al(59) , describen una actividad similar de las catepsinas B y L en la lisis de la 
matriz extracelular t as cuantificar su actividad en la progresión neoplásica del cáncer 
colorrectal mediante un estudio in vitro, de células premalignas y malignas. Por su parte, 
Schwartz(53), y  Mayer(61) , también confirmaron la elevación de la catepsina D en tejido 
neoplásico colorrectal  respecto a determinaciones inmunohistoquímicas en tejido sano. Sin 
embargo sería Adenis et al(56) , quienes al comparar la actividad tras estudio histológico de 
las catepsinas B, L y D en tejido neoplásico colorrectal y tejido sano adyacente, demostraron 
una elevación de todas las catepsinas en el tejido tumoral aunque consideraron a la 
catepsina B como la enzima de mayor sensibilidad y por lo tanto de gran valor en la 
progresión del cáncer colorrectal. 
La catepsina B actúa directamente degradando los componentes de la matriz extracelular 
mediante una actividad dipeptidilcarboxipeptidasa o indirectamente  estimulando otras 
proteasas de la matriz extracelular y degradando sus inhibidores proteicos(53). Su actividad 
se realiza en un ph tanto ácido como neutro, lo que facilita la progresión neoplásica y el 
grado extensión(61,62) . La catepsina es una endopeptidasa con cisteína como parte de su 
centro activo. Se encuentra formada por una cadena ligera cuyo peso molecular es de 5 Kda 
y que contiene el centro activo, y una cadena pesada de 24 Kda. Es inhibida mediante 
iodoacetato o 4-cloromercuribenzoato 
 La presencia de niveles elevados de catepsina B en diferentes procesos neoplásicos, fue 
demostrada    por Hirano et al(61), mediante el estudio de determinaciones plasmáticas y en 
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orina  de enfermos con cáncer colorrectal, gástrico, mamario y de vesícula. Encontraron que 
las determinaciones en enfermos neoplásicos eran muy superiores respecto los enfermos 
con patología benigna, y que incluso en aquellos pacientes con metástasis los niveles 
séricos y urinarios eran más elevados respecto a enfermos sin afectación metastásica. 
Llegaron a la conclusión de que la catepsina B podría ser un aceptable marcador tumoral 
sobre todo a la hora de detectar metástasis remotas.En el cáncer colorrectal, la catepsina B, 
parece ser el parámetro más discriminante y de mayor valor pronóstico respecto al resto de 
las familias de las catepsinas. Khan et al (63), estudiaron el papel de la catepsina B en 
estadios precoces del cáncer colorrectal, y establecieron la relación entre la elevación de la 
expresión de la catepsina B, y la disminución de la laminina en la membrana basal en el 
cáncer colorrectal, para concluir que niveles elevados de la catepsina B podrían relacionarse  
con la secuencia de transformación adenoma-carcinoma colorrectal. En estudios recientes, 
Hirai (64), confirma la elevación de la catepsina B en estadios precoces y como Hirano et 
al(61), destaca su papel a la hora de detectar metástasis remotas. La importancia de la 
catepsina B en el proceso metastático del cáncer colorrectal, es reafirmada por Van Noorden 
et al(65), en animales de experimentación. Estos autores incluso nos abren nuevos 
horizontes hacia la utilización de agentes terapéuticos futuros que inhibiendo la actividad de 
la catepsina B permiten el control de la extensión de la enfermedad neoplásica colorrectal. 
Para ello introducen el uso vía oral de un inhibidor selectivo de la catepsina B, Mu-Phe-
homoPhe-fluoromethylketone, el cual permitió la reducción a un 60% de la aparición de 
metástasis hepáticas, así como la disminución en un 80% del volumen de las metástasis 
hepáticas existentes. 
Murnane(1997), analizando las catepsinas B, L y las metaloproteinas 9, ha definido un perfil 
proteolitico de carcinoma colorrectal: precoz, medio, tardío y alto, relacionándolo con el 
estadio clínico(66). 
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Todos las células, incluido las tumorales, cuando pierden contacto entre sí o penetran en la 
matriz extracelular, sufren un tipo de apoptosis(muerte celular programada) denominada 
anoikis. Las células tumorales son capaces de desarrollar resistencia frente a esta muerte 
celular, elaborando un tipo de moléculas de adhesión como son las integrinas(67). Estudios 
experimentales de cáncer colorrectal, tanto in vitro como in vivo, muestran un aumento de las 
subunidades  alfa6 beta4 y alfa5 beta3 de las integrinas y la relacionan con mayor 
agresividad del cáncer colorrectal(68,69). 
La migración de las células tumorales a través de la matriz extracelular, les permitirá 
alcanzar los vasos tumorales neoformados o los del huésped. En esta etapa una citoquina, 
factor de movilidad autocrina (AMF ) facilita una mayor movilidad de las células tumorales. 
Algunos autores relacionaron  una sobres presión de los receptores gp78 para el AMF en 
tumores colorrectales, con  un alto índice de recurrencia y menor supervivencia(70,71). 
 
3) DISEMINACION SANGUINEA 
Una vez en el torrente circulatorio, las células tumorales deben hacer frente al sistema 
inmunitario para poder acceder al órgano diana. Posiblemente uno de los medios empleados  
sería la unión a los linfocitos T, la cual se realizaría gracias a una serie de glicoproteinas 
como la ICAM-1. Se han encontrado niveles elevados de ICAM-1, en pacientes con cáncer 
colorrectal, respecto a indivi uos sanos. El suero de estos enfermos es capaz de inhibir la 
agregación celular, disminuyendo el porcentaje de lisis especifica. Este efecto desaparece, 
cuando se depleciona el suero de ICAM-1(72,73). Por su parte, el antigeno 
carcinoembrionario(CEA), actuaría como una molécula de adhesión, facilitando la unión de 
las células tumorales entre sí y entre las células del huésped. 
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4) INVASION DEL ORGANO DIANA 
4.1 Moléculas de adhesión.-En los capilares del órgano a metastatizar, las células 
tumorales, contactan y crean una unión con las células endoteliales, gracias a las moléculas 
de adhesión. Entre ellas destaca la E-selectina, encontrándose más elevada en pacientes 
con cáncer colorrectal con metástasis hepáticas, que en pacientes sin metástasis(74,75). 
Unos oligosacaridos de cadena larga, las sialyl-LewisX, presentes en los leucocitos pero 
también en células de cáncer colorrectal, se encuentran elevados en pacientes de cáncer 
colorrectal con metástasis hepáticas(76-79). Otra glicoproteina,la CD44, presente en 
linfocitos y algunos tejidos, media en la unión intercelular y de las células con la matriz 
extracelular. Las variantes  CD44 v6,v8-10, han sido relacionadas con metástasis y 
recurrencia(80,81). En cambio los niveles plasmáticos de CD44, no se han podido relacionar 
con el estadio de la enfermedad(82). 
 
4.2) Moléculas de adhesión y enzimas proteoliticas.-Las células tumorales después de 
completada esta unión a las células endoteliales, deben extravasarse y atravesar la matriz 
extracelular, en un proceso inverso al de la invasión , pero en el que participan los mismos 
tipos de moléculas: moléculas de adhesión y enzimas proteoliticas.(Fig. 5) 
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ANGIOGENESIS 
Definición.- Por angiogenesis entendemos la formación de vasos nuevos, a partir de los ya 
existentes. 
La angiogenesis está sometida a homeostasis y en comparación con otros tejidos, el 
recambio celular es muy lento; de forma que en un momento determinado, solo el 0.01% de 
las células endoteliales, se encuentran en fase de división, comparado con el 14%, por 
ejemplo, de las células epiteliales intestinales. 
La angiogenesis es un proceso secuencial, en el que una vez que las células endoteliales 
han sido activadas, se producen cuatro etapas diferenciadas: 
a) Degradación de la membrana basal y de la matriz extracelular, gracias a enzimas 
proteoliticas. 
b) Proliferación y  diferenciación de células endoteliales. 
c) Retracción de los pericitos, que permiten la salida y migración de las células 
endoteliales, que comienzan a formar cordones sólidos. 
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d) Recanalización de estos cordones, con la formación de nuevos vasos, que se 
anastomosan con los ya existentes, iniciadonse el flujo sanguíneo. Fig(6) 
 
Estos vasos recién formados son inmaduros, careciendo de pericitos y células musculares, 
es necesaria una fase de maduración, para considerar normales estos vasos 
neoformados(34). Fig(7)   
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El proceso angiogenico, tiene lugar en condiciones fisiológicas como el ciclo menstrual y 
cicatrización; pero desviaciones por exceso o por defecto, pueden dar lugar a diversos 
procesos patológicos. Fig(8) 
 
 
Con respecto al cáncer, la angiogenesis, desde hace 50 años ha sido objeto de atención y 
estudio. Es en 1945 cuando Algire y Clarkey, publican sus observaciones, sobre la 
vascularización de tejidos tumorales en animales.(83). Un año después, Coman y Sheldon, 
observan una intensa hiperemia en la piel próxima a tumores implantados en ratones y que 
atribuyan, a la aparición de una red capilar, que conectaba con los vasos del huésped. (84). 
Shubi en 1968, es el primero en acuñar él termino de angiogenesis tumoral(85); pero es a 
partir de los 70 cuando el estudio y conocimiento de la angiogenesis, toma impulso, gracias a 
los trabajos de Folkman, que hipotetiza que el crecimiento tumoral y el desarrollo de 
metástasis, dependen de la angiogenesis(86) y que serían las propias células tumorales, las 
que elaborarían factores de crecimiento favorecedores de la angiogenesis.(87,88). 
Debe transcurrir una década para que estas hipótesis, obtengan confirmación, con el 
descubrimiento en 1984, del factor de crecimiento básico de los fibroblastos, aislado en un 
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condrosarcoma (89) y reconocido como un potente inductor de la angiogenesis(90). 
Posteriormente se descubre el factor de crecimiento del endotelio vascular(VEGF) (91,92), 
su estructura molecular(93) y su potente acción sobre la permeabilidad vascular(94). En 
1990 Folkman recoge una serie de conocimientos sobre la angiogenesis(95), entre ellos 
destaca: que tumores implantados en el liquido acuoso, de la cámara anterior del ojo, que es 
avascular, estos tumores se mantienen viables, avasculares y limitados en su crecimiento ( 
menores de 1 mm 3 ). Cuando estos tumores se trasladan al iris, muy vascularizado, se 
produce neovascularización y crecen con rapidez, alcanzando en dos semanas un tamaño 
16000 veces mayor al original. Se comienza ha hablar de dos fases, en el desarrollo tumoral: 
una avascular, con crecimiento limitado y nula capacidad de crecimiento a distancia y otra 
vascular con crecimiento exponencial y posibilidad de metastatizar, toda vez que  las células 
tumorales pueden alcanzar los vasos sanguíneos y linfáticos. Dos teorías tratan de explicar 
el paso entre una y otra fase. La primera, mantiene que las células responderían a la hipoxia, 
falta de nutrientes y acumulación de metabolitos, con la sobreproducción de factores 
angiogenicos(96-98). La segunda, se basa en el concepto del interruptor angiogenico, según 
el cual, la angiogenesis estaría regulada por activadores e inhibidores. El encendido del 
interruptor angiogenico o adquisición del fenotipo angiogenico, vendría determinado 
genéticamente, mediante la aparición de oncogenes y/o la inactivación de genes supresores; 
estos cambios genéticos tendrían lugar precozmente, aun en estados preneoplasicos(99). 
Algunos modelos experimentales, han demostrado, como ciertos oncogenes: v-ras, v-raf, K-
ras, son capaces de inducir la angiogenesis por sobreproducción de VEGF(100,101), al 
mismo tiempo que disminuyen la producción de trombospondina-1, que es un potente 
inhibidor de la angiogenesis(102). Por su parte la perdida o mutación del p53, tiene una 
acción similar con disminución de la trombospondina-1 y umento del VEGF, aunque el 
efecto predominante es la disminución de la trombospondina(103,104). Durante la última 
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década, la angiogenesis, se perfila como un mecanismo complejo, pero perfectamente 
regulado, en el que intervienen: 
i) Activadores 
ii) Inhibidores 
iii) Receptores específicos de las células endoteliales .  
1) ACTIVADORES.- i) VEGF. El factor de crecimiento del endotelio vascular, es una 
glicoproteina de 45000 daltons, con  cuatro isoformas: VEGF121, VEGF165, VEGF189 y 
VEGF206. El VEGF121 y una pequeña parte del VEGF165, se encuentran en forma libre, en 
tanto que la mayoría del VEGF165  y la totalidad del VEGF189 y VEGF206, se encuentran 
secuestrados en la matriz extracelular(106). El VEGF es producido y secretado, por una 
amplia variedad de tejidos normales, incluidos macrófagos, pero también lo es por ciertos 
tumores, entre ellos los colorrectales(107,108). El VEGF es un potente mitogeno, casi 
exclusivo, de las células endoteliales y esta actividad es sinérgica, con la de otro factor 
angiogenico: el factor básico de crecimiento de los fibroblastos (bFGF). (109). El VEGF, 
induce la formación de activadores del plasminogeno y metaloproteinasas, las cuales 
degradarían la matriz extracelular, lo que permitiría la migración de las células endoteliales, 
que es el primer paso de la angiogenesis(110). Así mismo incrementa notablemente la 
permeabilidad vascular, permitiendo la fuga de proteínas plasmáticas al intersticio, 
constituyendo un gel, que serviría de sustrato para la proliferación y migración de las células 
endoteliales(111). Por último el VEGF tiene una importante acción quimiotaxica para los 
macrófagos, los cuales a su vez son capaces de inducir la form ción de VEGF, ya sea 
directamente o liberando el VEGF secuestrado en la matriz extracelular(112,113). 
ii) Factores ácido y básico de crecimiento de los fibroblastos(FGF-1 Y FGF-2). Los 
FGF-1 y FGF-2 pertenecen a una familia de 13 proteínas con alta afinidad por la 
heparina, por lo que inicialmente se les denominó: factores de crecimiento unidos a la 
 20
heparina(HBGF) (114,115). Son producidos por tejidos normales y también por 
algunos tumores. Tienen una acción mitogena y migratoria sobre las células 
endoteliales, potenciado la acción del VEGF(109). Son capaces de inducir a las 
células endoteliales para que elaboren activador del plasminogeno y colagenasas, 
que degradaran la membrana basal vascular, permitiendo la migración de las células 
endoteliales(116). 
iii) Factor de crecimiento de las células endoteliales derivado de las plaquetas(PD-
ECGF). Aunque inicialmente descubierta en las plaquetas, esta proteína se encuentra 
en tejidos normales y predominantemente en los macrófagos(117,118). Su estructura 
es idéntica a una enzima: la timidin fosforilasa, la cual se encuentra en una amplia 
variedad de tumores, entre ellos el colorrectal(119,120). La acción angiogenica de la 
timidin fosforilasa, se debe a la quimiotaxis que ejerce sobre las células endoteliales, 
favoreciendo su migración, pero a diferencia del VEGF y los FGF, no tiene acción 
mitogena(121). 
iiii) Angiogenina(ANG).Es un polipéptido de 14 k-Da, aislado originalmente en una 
línea celular de adenocarcinoma de colon humano, la H-29 y producido por 
numerosos tipos celulares(122). La función que desempeña en la angiogenesis es 
doble, por una parte contribuye a la lisis de la membrana basal y por otra facilita la 
migración y adhesión de las células endoteliales a la matriz extracelular. 
iiiii) Angiopoyetinas.La angiopoyetina –1 es una glicoproteina de 70 kDa, descubierta 
por Davis y colaboradores en 1996(123). actúa sobre los receptores Tie-2 de las 
células endoteliales, que a su vez y mediante el factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas(PDGF), induciría a las células mesenquimales circundantes su 
diferenciación en pericitos y células musculares lisas, es decir participaría en la 
remodelación y estabilización de los vasos neoformados. La angiopoyetina-2 también 
actúa sobre los receptores Tie-2 de las células endoteliales y en presencia de VEGF, 
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contribuyen a la remodelación y maduración de los vasos neoformados, pero en 
ausencia de VEGF, se produce regresión y apoptosis de los mismos(124,125). 
2) INHIBIDORES.-i) Angiostatina. Es una proteína de 38kDa, fracción del plaminogeno. 
Su acción antiangiogenica la ejerce fundamentalmente inhibiendo la proliferación de las 
células endoteliales e induciendo su apoptosis(126). 
ii) Endostatina. Es un fragmento del colágeno XVIII de 20kDa. Su acción 
antiangiogenica es idéntica a la de la angiostatina pero 30 veces más potente(127). 
iii)Trombospondinas 1y2. Se trata de glicoproteinas elaboradas por plaquetas y 
fibroblastos, que disminuyen la angiogenesis, inhibiendo la proliferación y migración 
de las células endoteliales(128,129). 
iiii) Interferón a , b. La familia del interferón(IFN), la constituyen tres glicoproteinas: 
IFN-a producida por linfocitos y macrófagos; IFN-b producida por fibroblastos y 
algunas células epiteliales y el IFN-g producida por las células T. La acción 
antiangiogenica del IFN-a y del IFN-b, es debida a la potente inhibición en la 
producción de VEGF y FGF-2(130). 
3) RECEPTORES DE LAS CÉLULAS ENDOTELIALES . Las células endoteliales     
poseen receptores especificos para el VEGF y las angiopoyetinas, ambos pertenecen 
a la familia de las tirosinoquinasas. Los receptores del VEGFson: 
Flt-1 o VEGF-R1 
Flk-1/KDR o VEGF-R2 
Ambos tienen una gran afinidad por el VEGF, pero con distinta traducción. Mientras 
que el VEGF al unirse a los receptores Flk-1/KDR, produciría la diferenciación, 
multiplicación y migración de las células endoteliales; el VEGF al unirse a los 
receptores Flt-1, no tiene acción mitogena, pero juega un papel fundamental en la 
organización y maduración de los vasos neoformados. Embriones de ratones a los 
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que se les priva genéticamente de receptores Flk-1/KDR, mueren por falta de 
vasculogenesis. En cambio embriones que teniendo receptores Flk-1/KDR pero que 
carecen de receptores Flt-1, si desarrollan cordones de células endoteliales, pero son 
incapaces de formar canales vasculares(131,132). 
Los otros receptores endoteliales conocidos son: 
Tie-1 
Tie-2/Tek 
A los receptores Tie-1, no se les conoce actualmente ligando. Los ligando de los 
receptores Tire-2/Tek son las angiopoyetinas 1 y 2, con acciones diferenciadas; 
mientras que la angiopoyetina 1 al unirse al receptor Tie-2, induciría a las células 
mesenquimales a su diferenciación en pericitos y células musculares lisas, 
completando la maduración y estabilización de los vasos recién formados; la 
angiopoyetina-2 también contribuye a esta maduración, pero solo en presencia de 
VEGF; en ausencia de este, se produce la regresión y destrucción de los vasos 
neoformados(133,134) Fig(7 y 9) 
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HIPOTESIS 
 En los pacientes de cáncer colorrectal, la recidiva y el desarrollo de metástasis a distancia, 
es el determinante del existo o fracaso del tratamiento. 
El conocimiento actual sobre el crecimiento, desarrollo y capacidad metastasica del cáncer 
colorrectal, implican en la fase de crecimiento inicial y asentamiento, a una serie de factores 
que han sido analizados en la introducción y entre los que resaltamos (Fig.1): 
¨ Factores de crecimiento 
¨ Angiogenesis 
 
La mutación del p53, aparece en un 70-80% del cáncer colorrectal y se encuentra implicado 
en la secuencia y transición de adenoma a carcinoma invasivo. Así mismo es conocida su 
participación en la activación de la angiogenesis. 
La angiogenesis por su parte es imprescindible para el crecimiento, desarrollo y capacidad 
metastasica del cáncer colorrectal. 
Por lo tanto del estudio del p53 y la capacidad angiogenica del cáncer colorrectal, se podría 
perfilar, un fenotipo de cáncer con mayor agresividad local, capacidad de crecimiento y poder 
metastasico. 
De lo anteriormente expuesto se podría inferir: 
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¨ Que en el cáncer colorrectal deberíamos encontrar un elevado porcentaje de mutación del 
p53. 
¨ Que algunos pacientes expresen una mayor capacidad angiogenica, cuantificada por 
niveles sericos de VEGF y densidad de microvasos(MVD). 
¨ Que si las alteraciones del p53, son responsables en alguna medida de la capacidad 
angiogenica, deberíamos encontrar algún tipo de relación entre estas alteraciones del p53, 
los niveles de VEGF y la densidad de microvasos. 
¨ Que si la angiogenesis desempeña un papel importante en el crecimiento, desarr llo y 
capacidad metastasica; aquellos pacientes con tumores que expresen una mayor capacidad 
angiogenica, podrían reflejarlo en el índice de recidiva local y mortalidad.   
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  OBJETIVOS  
En función de las hipótesis formuladas, nos proponemos realizar, en p cientes con cáncer 
colorrectal estudios de: 
¨ Alteraciones del p53. Lo que realizaremos mediante determinaciones de proteina mutante 
en especimenes de carcinomas colorrectales resecados. 
¨ Angiogenesis. La capacidad angiogenica la cuantificaremos mediante l VEGF sérico y la 
densidad de microvasos(MVD) en tejido de tumores resecados. 
Marcandonos los siguientes objetivos: 
1) Determinar si las alteraciones del p53 condicionan el fenotipo angiogenico, 
2) Determinar si existe o no relación, entre las alteraciones del p53, estado 
angiogenico y factores pronostico: ¨ Estadio Astler-Coller 
                                                               ¨ Diferenciación celular 
                                                                 ¨ Afectación ganglionar 
                   3) Determinar si existe relación o no entre las alteraciones del p53 y estado 
angiogenico con la recidiva tumoral y la mortalidad.  
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MATERIAL Y METODO 
Pacientes.- El estudio ha sido realizado sobre 52 pacientes consecutivos de cáncer 
colorrectal. La fecha de inicio es 1 de Enero del 99 y la fecha de conclusión 31 Enero del 
2001. 
Todos los pacientes han sido documentados según protocolo del Servicio de Cirugía que 
incluye: 
Historia clínica 
Exploración física 
Analítica estandar 
Determinación de CEA preoperatorio 
Colonoscopia y biopsia 
Ecografía y/o Tac 
Ningún paciente recibe radioterapia preoperatoria. Todos los pacientes han sido intervenidos 
y resecados aún con carácter paliativo. 
La clasificación anatomopatológica seguida es la de Astler-Coll r. 
En nuestro hospital, los pacientes con grado igual o superior a B2 , reciben tratamiento 
coadyuvante. 
El seguimiento durante el primer año se realiza con una periodicidad trimestral e incluye: 
Anamnesis y exploración física 
Analítica estandar y CEA  
Ecografia 
Colonoscopia y TAC cada 6 meses 
Durante el segundo año la perodicidad es semestral. 
En esta serie de 52 pacientes, además se han obtenido muestras sericas pre y 
postoperatorias para la determinación del VEGF. Se han tomado muestras sericas  a 16 
sujetos sanos utilizados como control para la determinación del VEGF. 
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En las piezas anatomopatológicas obtenidas, además del estadiaje se informa del grado 
de diferenciación celular, con dos grados posibles: bien diferenciado y mal diferenciado o 
indiferenciado. Como determinaciones especificas de este estudio se han analizado el 
p53 y la densidad de microvasos(MVD), con metologia que se detalla a continuación. 
P53.- La inactivación por mutación del gen p53, origina una proteina anomala denominada 
p53 mutante, que tiene una vida media mayor que la nativa, p53 salvaje, y detectable 
mediante técnicas de inmunohistoquimica.(135,136) 
Técnica.- La muestra de tejido fijada con formol, se incuban con anticuerpos 
monoclonales anti-p53 clon DO7(DakoR), prediluido durante una hora a temperatura 
ambiente. Posteriormente son procesados mediante el método Envisión. Los resultados 
se expresan cuantitativamente; en nuestros casos los valores van desde 0 a 95, según el 
porcentaje de núcleos teñidos. 
 
                          Foto 1 (Elevado porcentaje de tinción nuclear) 
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                              Foto2 (Escaso porcentaje de tinción nuclear) 
VEGF.- Se obtuvieron muestras sericas pre y postoperatorias en los 52 pacientes objeto 
de nuestro estudio. Y se utilizaron muestras sericas de 16 sujetos sanos tomados como 
controles. 
El VEGF serico se determinó mediante el procedimiento Quantikine (R&D System Inc., 
Miieapolis, MN), enzimoinmonoensayo secuencial en dos fases de amplificación tipo " 
sándwich", heterogéneo, cuya fase sólida es tipo microplaca constituida por pocillos 
recubiertos de anticuerpo monoclonal anti-VEGF(anticuerpo de captura) y como 
anticuerpo marcado, anticuerpo policlonal anti-VEGF unido a peroxidasa de rábano. Las 
placas se leyeron mediante un lector Boehlisa( Ingelheim Diagnostica y Tegnología S.A., 
Barcelona, Spain).  
Los resultados son de tipo cuantitativo y se expresan en picogramos por mililitro. 
Densidad de microvasos(MVD).- Las muestras de tejido de los 52 adenocarcinomas se 
sometieron a tinción inmunohistoquimica con CD34, especifico para las células 
endoteliales. 
Se cuantifica el número de vasos en las zonas perifericas del tumor, mediante un 
programa de imagen digital, Leica 500IW. 
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Con la lupa se seleccionan las zonas perifericas del tumor que muestran una mayor 
cantidad de microvasos y a continuación con un  aumento mayor (AD*200), se 
cuantifica el número de vasos en14 campos de 73101 micras cuadradas cada uno; 
midiendo un total de 1.02 cm2 de area tumoral. 
Se incluyen como vasos neoformados: células endoteliales aisladas o en grupos, se 
identifique o no luz central y se excluyen aquellos con un calibre superior al area 
ocupada por 8 hematies; así como los que poseen capa muscular, todo ello siguiendo 
los criterios descritos por Weidner(137). 
Todas las mediciones han sido realizadas por un solo patologo en condiciones 
adecuadas. Para obtener la validez intraobservador, se volvieron a medir un 10% de 
los casos, no observándose diferencias significativas. 
Las cifras para cada campo se expresan en número absoluto de vasos por 73101 
micras cuadradas. Se obtiene la media de los catorce campos como resultado final 
para cada caso. 
 
Foto 3 ( Tinción intensa de CD-34 ) 
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Foto 4 ( Tinción intensa CD-34 a mayor aumento ) 
 
Foto 5 ( Tinción débil CD-34 ) 
 
Foto 6 ( Tinción débil CD-34 a mayor aumento ) 
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Método estadístico.- Para el análisis de los datos se ha utilizado el paquete 
informático SPSSTM versión 8 para Windows(SPSS Inc., Chicago,IL). 
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RESULTADOS 
La serie objeto del estudio se compone de 52 pacientes: 27 hombres y 25 mujeres. Con 
edades comprendidas entre 45 y 78 años y que a efectos estadísticos hemos dividido 
dicotomicamente en menores de 50 y mayores de 50 años. 
En el 61.5% la localización del tumor era el colon y en el resto, 38.5% el tumor era de 
recto. 
El tamaño tumoral superaba los 5 cm. en un 27%.
Un 83% de los pacientes presentaban tumores en estadios avanzados y solo un 17% 
presentaban estadios iniciales A y B1. Seis pacientes (11.5%) tenían metástasis hepáticas 
en el momento del diagnostico.  
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El tiempo de seguimiento ha sido de 23 meses, al cabo de los cuales, 15 pacientes han 
presentado recidiva (28.8%) y 13 pacientes han fallecido como consecuencia de su tumor 
(25%). Tabla 2 
                                                            
P53.- El 75% de los tumores presentaban un p53 positivo frente a un 25% que resultó 
negativo. Puesto que el análisis de la muestra, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, 
no muestra significación, asumimos que la distribución de la muestra no es normal y en 
consecuencia utilizaremos pruebas no parametricas. 
En primer lugar y para saber si existe algún tipo de relación, entre los valores del p53 con 
los del VEGF pre y postoperatorio y del MVD, utilizamos el test de Wilcoxon, sin que 
obtuviéramos diferencias significativas: 
                                    TEST ESTADISTICOSb 
 
a  Basado en rangos negativos 
b  test de Wilcoxon 
 
 
Utilizando test de correlación bivariada de Kendall taub y de Spearman, tampoco se 
obtuvo significación. 
El posible poder predictivo de los valores del p53 sobre los valores del VEGF y del MVD, 
utilizando modelos de regresión lineal, tampoco ha podido ser demostrado; con p= 0.768 
para el VEGF preoperatorio, p= 0.575 para el VEGF postoperatorio y de p= 0.948 para el 
MVD. 
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En el segundo bloque analítico, queremos estudiar las posibles relaciones del p53 con las 
variables que pueden tener valor pronostico, como son: estadiaje, grado de diferenciación, 
ganglios negativos y positivos, recidiva y mortalidad. 
Para el estadiaje, hemos utilizado la prueba de Mann-Whitney, que compara los rangos del 
p53 de dos grupos de estadios: A y B1  y B2, C1,C2 y D. No obteniendo diferencias 
significativas con p= 0.942. 
Para el grado de diferenciación hacemos dos grupos: bien diferenciados y pobre o mal 
diferenciados; la comparación de rangos de p53 de estos grupos tampoco nos dan 
diferencias significativas p=0.108. 
La comparación de rangos del p53 en pacientes con ganglios negativos y ganglios positivos, 
si muestra diferencias significativas con p=0.022, en el test de Mann-Whitney.  
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 Mediante un modelo de regresión logística univariante entre el p53 y ganglios dicotomica, el 
p53 clasificaría correctamente al 84.8% de los casos con ganglios negativos y al 42% de los 
casos con ganglios positivos. 
El análisis mediante regresión de Cox univariante entre el P53 y la recidiva, no muestra 
significación, con p= 0.0729. 
Al analizar la relación entre el p53 y la mortalidad, mediante regresión de Cox tanto uni como 
multivariente, no obtenemos significación alguna con p= 0.640 y p= 0.846. 
VEGF.- El primer análisis estadístico, es para comprobar si el VEGF sérico en pacientes con 
cáncer colorrectal, difiere de los valores encontrados en sujetos control. Como la distribución 
de la muestra no es normal utilizaremos pruebas no parametricas, en este caso el test de 
Mann-Whitney para dos muestras independientes, con p=0.0000, lo que nos confirma la 
ausencia de significación. 
 
Al analizar los valores de VEGF pre y postoperatorio, mediant  prueba de muestras 
relacionadas, no encontramos significación p=0.0000.  
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 Para ver el grado de relación entre estas dos variables, utilizamos pruebas de correlación 
bivariada para un contraste bilateral, tanto en prueba paramétrica(coeficiente de Pearson) 
como en no paramétricas ( correlación de Spearman ), muestran valores altos, 0.818 y 0.851 
respectivamente, lo que se interpreta como correlaciones significativas a nivel de 0.01. 
Para ver el tipo de relación, utilizamos prueba de regresión lineal, que nos muestra un 
coeficiente de determinación de 0.669 (R2=0.669 ), lo que nos permite decir que la variación 
del valor del VEGF postoperatorio, es explicada en un 67% por los valores del VEGF 
preoperatorio.  
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Al igual que con el p53 nos proponemos estudiar la posible relación entre los valores de 
VEGF pre y postoperatorio con las variables con cierto valor pronostico: estadiaje, 
diferenciación tumoral, ganglios positivos y negativos , recidiva y mortalidad. 
En la comparación de los rangos de VEGF pre y postoperatorio, entre los pacientes con 
estadios A y B1 y B2,C1,C2 y D, aunque apreciamos diferencias estas no son significativas; 
p=0.137 y p=0.098. 
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Los rangos de VEGF pre y postoperatorio, de los pacientes con tumores bien diferenciados, 
difieren significativamente del de los pacientes con tumores moderada o mal diferenciados, 
con p=0.009 y p=0.008 respectivamente.  
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Por el contrario no hemos encontrado diferencias significativas entre los rangos de VEGF pre 
y postoperatorio de los pacientes con ga glios negativos y los pacientes con ganglios 
positivos: p=0.162 y p=0.231 respectivamente. 
Al comparar los rangos de VEGF pre y postoperatorio de los pacientes sin y con recidiva, 
encontramos valores próximos a la significación para el VEGF preoperatorio, p=0.055 y 
claramente significativos para los del VEGF postoperatorio p=0.008.  
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Aplicando pruebas de regresión logística, en la que la variable dependiente sea la recidiva, el 
VEGF postoperatorio se muestra significativo con p=0.027, no sucede lo mismo con el VEGF 
preoperatorio con p=0.348. Según este modelo, el VEGF postoperatorio, clasificaría 
correctamente al 87% de los pacientes que no van a presentar recidiva, pero solo al 33% de 
los que si van a tenerla. 
Cuando estudiamos la relación entre la recidiva, mediante análisis de regresión de Cox 
multivariante, en el que además del VEGF pre y postoperatorio incluimos al p53 y el MVD, 
los niveles de significación aumentan tanto para el VEGF pre como postoperatorio: p=0.046 
para el VEGF preoperatorio y p=0.001 para  el VEGF postoperatorio. 
Cuando comparamos los rangos de VEGF pre y postoperatorio de los pacientes que 
sobreviven y de los que han fallecido, no obtenemos significación: p=0.315 y p=0.060 
respectivamente. Cuando comparamos las medias del VEGF postoperatorio de los pacientes 
que han fallecido y los que no, si encontramos diferencias significativas: p=0.019. 
Aplicando modelo de regresión logística, para el análisis de la mortalidad, comprobamos que 
el VEGF preoperatorio carece de significación: p=0.230, pero el VEGF postoperatorio se 
muestra significativo: p=0.025. Según este modelo, el VEGF postoperatorio clasificaria 
correctamente el 95% de los pacientes que sobreviven, aunque solo clasifica bien al 23% de 
los que han fallecido. 
Utilizando prueba de regresión de Cox, respecto de los pacientes que han fallecido durante 
los 23 meses de seguimiento, en relación con sus valores de VGEF pre y postoperatorio, 
obtenemos significación para ambos: p=0.05 y p=0.001. El punto de corte optimo en los 
niveles de VEGF pre y postoperatorio es de 430 y 343, par los cuales el Chi-cuadrado, de 
esta regresión de Cox, es máximo. 
Cuando analizamos la supervivencia mediante curva de Kaplan-Meier, con respecto al 
valor del VEGF preoperatorio, tomado dicotomicamente con valores mayor y menor a 
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430, obetenemos significación tanto para el log rank como par el Breslow: p=0.018y 
p=0.25.  
Cuando analizamos la supervivencia mediante un modelo de Kaplan-Meier, con respecto al 
valor del VEGF postoperatorio tomado dicotomicamente co  valores menor y mayor a 343, 
obtenemos significación tanto para el Log rank como para el Breslow: p=0.030 y p=0.011. 
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MVD.- Al igual que con el p53 y el VEGF, hemos realizado análisis estadísticos, del MVD con 
las variables: estadiaje, diferenciación, ga glios, recidiva y mortalidad.  
 
 
                                    
Como vemos el MVD solo ofrece significación en relación con la mortalidad. 
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En análisis de regresión logística univariante respecto a la mortalidad, el MVD muestra una 
significación de p=0.041; niveles de significación que aumentan a p=0.024, cuando el 
análisis es multivariante junto con el p53 y el VEGF pre y postoperatorio. Según este modelo, 
se clasificarían correctamente el 92% de los pacientes que continúan vivos y el 38% de los 
fallecidos. 
El análisis mediante regresión de Cox, de los pacientes que han fallecido durante los 23 
meses de seguimiento, con respecto al MVD, muestra una significación con p=0.023, en 
prueba univariante; nivel de significación que es de p=0.007, cuando la prueba es 
multivariante, junto con el p53 y el VEGF pre y postoperatorio. Con una relación de 
disparidad de 1.005. Lo que significa, que por cada punto que aumente el MVD, la mortalidad 
aumentará 1.005. 
El análisis de la supervivencia mediante el modelo de Kaplan-Meier, en función del MVD, 
tomado este dicotomicamente con valores inferiores y superiores a 196, nos da una 
significación de p=0.090 del log rank. 
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Por último analizamos la posible relación de: edad, sexo, valores de CEA preoperatorio, 
valores de CEA postoperatorio y valores CA 19-9; con las mismas variables que hemos 
venido comparando esto es: estadiaje, grado de diferenciación, ganglios, recidiva y 
mortalidad.  
 
  
En vista de estos resultados, creamos un modelo de regresión logística multivariante, con la 
recidiva como variable dependiente y como variables independientes: CEA pre y 
postoperatorio, CA 19-9, p53, VEGF pre y postoperatorio y MVD; observando que solo el 
VEGF postoperatorio es significativo: p=0.033. Según este modelo clasificaríamos 
correctamente al 87% de los pacientes sin recidiva y al 66.6% de los pacientes con recidiva. 
Este mismo modelo de regresión logística, pero con la mortalidad como variable 
dependiente, identifica al VEGF postoperatorio y al MVD como únicas variables 
independientes con significación: p=0.025 y p=0.018 respectivamente. Este modelo 
clasificaría correctamente al 94.8% de los pacientes que sobreviven y al 69% de los 
pacientes que han fallecido. 
Comparativamente, si utilizamos un modelo de regresión logística, en el que la variable 
dependiente sea la recidiva y como variables independientes, introducimos el marcador 
tumoral CEA pre y postoperatorio y además el CA 19-9; no obtenemos significación para 
dichas variables. Este modelo clasificaría bien al 93.5% de los pacientes sin recidiva y solo al 
20% de los que tienen recidiva. 
Este mismo modelo de regresión, en el que la variable dependiente sea la mortalidad, 
tampoco confiere ninguna sisgnificación a las variables independientes(CEA pre y post y CA 
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19-9. Según este modelo se clasificarían correctamente el 100% de los pacientes que no han 
fallecido, pero solo el 38-4% de los que han fallecido.  
 
  
Utilizando modelo de regresión de Cox, con la recidiva como variable dependiente y como 
variables independientes: CEA pre y postoperatorio, CA 19-9, p53, VEGF pre y 
postoperatorio y MVD; la única variable independiente que muestra significación es el VEGF 
postoperatorio: p=0.014. Este mismo modelo pero con la mortalidad como variable 
dependiente, señala como variables independientes con significación: CEA pre y 
postoperatorio, VEGF postoperatorio y MVD.  
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DISCUSIÓN 
P53.- 
La importancia y justificación del estado del p53 en pacientes afectos de carcinoma 
colorrectal, en parte reseñada en la introducción, la basamos: 
¨ La mutación del p53 aparece elevada en este tipo de tumores. 
¨ La mutación del p53 está implicada en la secuencia adenoma carcinoma. 
¨ La mutación del p53 se considerada como un factor importante en la angiogenesis tumoral 
¨ A la mutación del p53 se le atribuye significación pronostica en el cáncer colorrectal. 
En nuestro estudio , la mutación del p53 la encontramos en el 75% de los pacientes y 
aunque ligeramente elevada, coincide con la reportada por otros autores(12). 
Varios autores han comunicado la relación positiva entre la mutación del p53 y el estado 
angigenico tumoral(93,103,104,138,139,140). Nosotros no hemos encontrado este tipo de 
relación, coincidiendo con lo comunicado por otros autores (!41,142,143). Sabemos que la 
regulación de la angiogenesis es un proceso complejo, donde intervienen protoncogenes, 
genes supresores como el p53 y además factores tisulares como son la hipoxia, acidosis etc. 
Así mismo sabemos que una vez " conectado " el interruptor angiogenico, es el propio tumor 
el que de una forma autocrina y paracrina, puede perpetuar el estimulo angiogenico. De 
forma que sería factible encontrar tumores con elevados niveles de VEGF y gran densidad 
de microvasos, independientemente del estado del p53. 
La significación pronostica de la delección del p53 ha sido ampliamente comunicada (144-
148) . En nuestra serie, no hemos encontradado relación alguna entre la proteina resultante 
de la mutación del p53, estadiaje, grado de diferenciación tumoral, índice de recidiva y 
supervivencia. El único de tipo de relación encontrado entre el p53 y los actores pronostico 
aceptados ha sido con la afectación ganglionar. Cuando este tipo de relación se estudia 
mediante regresión logística, con la variable ganglios tomada dicotomicamente en ganglios 
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positivos y negativos, obtenemos una diferencia significativa p=0.048. De forma que los 
valores del p53, clasificarían correctamente al 84% de los pacientes con ganglios negativos, 
pero solo clasificaría correctamente al 42% de los pacientes con ganglios positivos. C n una 
sensibilidad del 61% y una especificidad del 71%.
Al analizar la bibliografía de los trabajos que estudian la relación del p53 con los factores 
pronosticos del cáncer colorrectal, hemos encontrado diferencias metodologicas 
sustanciales. La mutación del p53 puede ser evaluada de una forma que podríamos 
considerara indirecta y que se basa en la cuantificación del deposito nuclear de proteina 
mutante, producto de la inactivación del p53, mediante técnicas de 
inmunohistoquimica(135,136), método seguido en nuestra serie. El otro método empleado, 
que podríamos considerar directo y  más reciententemente incorporado, es el estudio 
secuencial del DNA . Kressner y col.(18) comparando ambos métodos encuentran, que hasta 
un 29% de las mutaciones detectadas, mediante el análisis secuencial del DNA, resultan 
negativas mediante técnicas de inmunohistoquimica. Pero además mientras que, los análisis 
multivariantes de la supervivencia respecto al p53 estudiado por el metodo del DNA, resultan 
estadísticamente significatvos, no lo son cuando el p53 ha sido cuantificado por métodos de 
inmunohistoquimica. 
Por otra parte en los trabajos que utilizan determinación inmunohistoquimica, se aprecian 
variaciones de método: determinaciones en tejido en fresco, frente a los que las hacen en 
tejido fijado; utilización de anticuerpos diferentes. Pero sobretodo destaca la falta de 
uniformidad en la comunicación de los resultados: mientras que unos lo expresan 
cuantitativamente otros lo hacen de forma semicuantitativa. Todo ello hace difícil, cuando no 
imposible, la comparación directa entre los trabajos y por lo tanto la interpretación de los 
resultados. Conclusiones similares se desprenden de la reciente revisión llevada a cabo por 
Petersen y col.(173) sobre la significación del estado del p53 en el cancer colorrectal. 
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En resumen, en nuestra serie, la evaluación del p53 y su posible relación con el estado 
angiogenico tumoral y formulada como primera hipótesis de esta tesis no ha podido ser 
demostrada. Tampoco hemos encontrado que del estudio del p53, se obtenga información 
adicional sobre el pronostico de los pacientes con cáncer colorrectal. 
 
VEGF.- Al estudiar los niveles sericos de VEGF en pacientes con cáncer colorrectal, el 
primer objetivo era averiguar, si dichos niveles diferían, de los encontrados en sujetos 
normales, como ha sido comunicado (149- 52). Utilizando como control a 16 sujetos sanos, 
encontramos diferencias significativas  en los niveles séricos de ambos grupos, pudiendo 
afirmar que los niveles de VEGF sérico se encuentran mas elevados en pacientes con 
cáncer colorrectal que en sujetos sanos. 
La siguiente cuestión, era comprobar si los niveles de VEGF, descendían una vez extirpado 
el tumor, como han comunicado otros autores (!50-153). El control efectuado en los dos 
primeros meses postoperatorios, confirma el descenso de los niveles séricos de VEGF y este 
descenso es estadísticamente significativo. El análisis de correlación nos da un índice de 
correlación R2 =0.670, que puede considerarse elevado. Esto nos lleva pensar que el tumor 
es la principal fuente y responsable de los niveles elevados de VEGF en estos pacientes. 
El análisis estadístico mediante pruebas no paramétricas y de regresión, entre los valores de 
VEGF, tanto preoperatorio como postoperatorio, y la densidad de microvasos tumoral, no 
mostró ningún tipo de relación, en nuestra serie; no pudiendo confirmar lo comunicado por 
otros autores( 149,152 ), que encuentran relación entre los niveles de VEGF y la densidad de 
microvasos. Si bien Yamamoto y col.(149) determinan el VEGF en suero y Davis y col.(152) 
lo hacen en plasma. La razón para utilizar plasma en lugar de suero es defendida también 
por Hyodo y col(154), al encontrar que los niveles séricos de VEGF, son mas altos que en 
plasma y que dicha elevación sería debida a la liberación de VEGF por parte de las 
plaquetas durante la formación del coagulo; motivo por el cual consideran estos autores, más 
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representativos los valores de VEGF plasmático que los séricos. En nuestra opinión, el 
método no es relevante y se trataría de una diferencia cuantitativa más que cualitativa, toda 
vez que se utilice siempre el mismo método. 
Más importante resulta el hecho, que en nuestra serie, los niveles VEGF no se correlacionen 
con la densidad de microvasos del tumor; puesto que sí es un potente agente angiogenico, 
sería de  esperar, que pacientes con elevados niveles de VEGF circulante, presentaran 
tumores más vascularizados y por lo tanto con mayor densidad de microvasos. Los motivos 
que justificarían esta aparente contradicción podrían deberse a: 
¨ Los niveles de VEGF sérico, pueden no ser un fiel reflejo del VEGF tisular.
¨ Aunque el VEGF es un potente agente angiogenico, no es el único, como se ha reseñado 
en la introducción, y la densidad de microvasos tumoral no esté condicionada 
exclusivamente por el VEGF. 
¨ La vascularización tumoral es muy heterogenea, variando de unas zonas a otras, 
coexistiendo, partes centrales mal vascularizadas con necrosis y otras perifericas con mayor 
vascularización. Aunque las muestras de tejidos para la determinación de la densidad de 
microvasos, suelen tomarse de zonas perifericas, la metodología no se encuentra 
estandarizada. Estas diferencias de método van desde la utilización de distintos anticuerpos 
para marcar las células endoteliales( Factor VIII, CD-34...), hasta el sistema de contaje de los 
microvasos. El método descrito por Weidner y col (137) es el más utilizado y el seguido en 
este estudio, pero es operador dependiente, por lo que se ha diseñado métodos 
morfométricos digitales(155), menos dependientes del observador. No obstante, el método 
ideal de valoración de la vascularización tumoral, está por desarrollarse. 
VEGF y factores pronostico.- Tanto los niveles pre y postoperatorio de VEGF se 
encuentran más elevados en pacientes con estadios avanzados(B2,C1, C2 y D) que en 
pacientes con estadios A y B1; si bien estas diferencias no son estadísticamente 
significativas: p=0.137 y  p=0.098, lo que difiere de lo comunicado por otros autores(156). La 
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ausencia de significación creemos que se debe al tamaño de la muestra, toda vez que en 
nuestra serie solo 9 pacientes se clasificaron como estadios A y B1 .
Los niveles séricos de VEGF pre y postoperatorio, resultaron estar más elevados en 
pacientes con tumores moderada y mal diferenciados, que en pacientes uyos tumores eran 
bien diferenciados. Y estas diferencias fueron estadísticamente significativas: p=0.009 y 
p=0.008. 
Por el contrario no hemos encontrado diferencias en los niveles de VEGF tanto pre como 
postoperatorio de los pacientes con y sin afect ción ganglionar. 
El análisis mediante pruebas no parametricas, U de Mann-Whit ey, de los pacientes con y 
sin recidiva, en relación a sus valores de VEGF pre y postoperatorio, muestran una clara 
significación estadística para los valores postoperatorios. p=0.008 y próximos a la 
significación para los valores preoperatorios, p=0.055. Esta relación se confirma mediante 
análisis de regresión logística, en donde el VEGF postoperatorio alcanza significación con 
p=0.027, con un poder predictivo positivo del 33% y un poder predictivo negativo del 87%. 
En un modelo de regresión logística con la recidiva como variable dependiente y  los valores 
de VEGF pre y postoperatorio, p52 y MVD como variables independientes, solo los valores 
de VEGF postoperatorios muestran significación estadística: p=0.026, con un valor predictivo 
positivo del 53% y un poder predictivo negativo del 84%. La sensibilidad sería del 61% y la 
especificidad del 78%. 
Si en este modelo incluimos, los valores de CEA pre y postoperatorio y de CEA 19-9, de 
nuevo los valores de VEGF postoperatorio se muestran como la única variable independiente 
con valor significativo: p=0.033; el valor predictivo positivo sube al 66% y el negativo al 87%, 
siendo su sensibilidad del 71% y con una especificidad del 84%. 
El análisis mediante regresión de Cox de la recidiva respecto a los valores del VEGF, 
muestra significación estadística tanto para el VEGF pre como postoperatorio: p=0.029 y 
p=0.0006. 
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Si tomamos los valores de VEGF pre y postoperatorio dicotomicamente con puntos de corte, 
a partir de sus medias: 430 y 343 respectivamente; el análisis de Kaplan-Meier de la recidiva, 
respecto al VEGF preoperatorio dicotomico, se muestra significativo, con un log rank de 
0.001 y Breslow de 0.004.  
 
Es decir que los pacientes cuyos valores de VEGF preoperatorio, se encuentren por encima 
de 430 pg/mL, tienen mayor posibilidad de recidivar, que aquellos cuyas cifras sean 
inferiores a 430 pg/mL. 
Del mismo modo el análisis de Kaplan-Meier de la recidiva respecto a los valores de VEGF 
postoperatorio dicotomico, tomado a partir de la media 343, tambien son estadísticamente 
significativos: log rank: 0.001 y Breslow: 0.003.  
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De forma que los pacientes cuyos valores postoperatorios de VEGF se encuentren por 
encima de 343 pg/mL, van a tener más probabilidad de recidivar, que los pacientes cuyos 
valores de VEGF postoperatorio sean inferiores a 343 pg/mL. 
Respecto a la mortalidad, como se ha mencionado en los resultados, el análisis de regresión 
de Cox, muestra diferencias significativas tanto para el VEGF pre como postoperatorio: 
p=0.05 y p=0.001 .
La curva de supervivencia de Kaplan-Meier, para los valores de VEGF preoperatorio 
dicotomicos con referencia a la media, 430, nos muestra diferencias estadísticamente 
significativas con log rank: 0.018 y Breslow: 0.025 .  
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Es decir que los pacientes cuyos valores preoperatorios de VEGF sean superiores a 430 
pg/mL, sobreviven menos que los que tienen valores inferiores a 430 pg/mL. 
La curva de Kaplan-Meier de supervivencia, para los 23 meses de seguimiento, de los 
valores dicotomicos respecto a la media, 343, del VEGF postoperatorio, también son 
significativos; log rank: 0.030 y Breslow: 0.011 .  
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Lo que nos viene a decir que los pacientes cuyos valores postoperarorios de VEGF, se 
mantengan por encima de 343 pg/mL, tienen menos esperanza de sobrevivir que los 
pacientes con valores inferiores a 343 pg/mL. 
MVD.- El estudio de la densidad de microvasos, en relación con las otras variables objeto de 
esta tesis, p53 y  VEGF, no ha mostrado ninguna significación. 
Respecto a los factores pronostico: estadio, diferenciación tumoral, afectación ganglionar y 
recidiva, la MVD no ha mostrado significación alguna. 
La utilidad de la MVD como factor pronostico en los pacientes con cáncer colorrectal, es 
motivo de controversia y aún por dilucidar. Mientras que unos autores(141-142,157-159,160-
164) le confieren gran valor pronostico, encontrando relación entre mayor recurrencia, poder 
metastasico y menor supervivencia en pacientes con tumores con mayor densidad de 
microvasos, otros niegan dicho valor (165-172). 
Estos datos contradictorios vienen propiciados: 
¨ Muestras no homogéneas 
¨ Selección de pacientes: estadios, tratamiento coadyuvante etc. 
¨ Y finalmente la hetereogeneidad en el metodo empleado en el estudio de la MVD, 
comentado en el apartado anterior. 
En nuestra serie la MVD, ha resultado estadísticamente significativa, respecto a la 
mortalidad, tanto en análisis no parametricos : prueba U de Mann-Whit ey p=0.030 , como 
en análisis de regresión logística univariante: p=0.042, y multivariante junto con el p53 y el 
VEGF donde aumenta su significación a niveles: p=0.024. En este modelo se clasificarían 
correctamente los pacientes que sobreviven en el 94.8% de los casos y el 23% de los 
pacientes que han fallecido. Con una sensibildad del 60% y una especificidad del 92%. 
El análisis de la mortalidad mediante regresión de Cox, con la MVD como variable 
independiente, le confiere significación estadistica a nivel p=0.023 , cuando esta prueba se 
realiza multivariante, añadiendo al MVD, el p53 y el VEGF como variables independientes, el 
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nivel de significación del MVD es de p=0.007. Con una relación de disparidad de 1.005 o lo 
que es lo mismo que por cada punto que aumente la MVD, la mortalidad aumentrá 1.005. 
En un modelo de regresión logística, con la mortalidad como variable dependiente y como 
variables a estudiar: p53, VEGF pre y postoperatorio, MVD, CEA pre y postoperatorio y CA 
19-9; solo los valores de VEGF postoperatorio y de MVD se muestran como independientes 
con significación: p=0.025 para el VEGF y de p=0.018 para la MVD. Este modelo clasificaría 
correctamente al 94.8% de los pacientes que sobreviven y al 69% de los fallecidos; con una 
sensibilidad del 81.8% y una especificidad del 90%. 
Se puede afirmar que los pacientes con mayor MVD sobreviven menos que los pacientes 
con menor MVD. 
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CONCLUSIONES  
  
¨ La mutación del p53, expresada en tejido tumoral, no condiciona los valores de VEGF, ni 
la densidad de microvasos tumoral. L  mutación del p53, no aporta información adicional, ni 
valor pronostico, en pacientes con cáncer colorrectal. 
¨ Los niveles séricos de VEGF, se encuentran más elevados en pacientes con carcinoma 
colorrectal, que en sujetos sanos. Los niveles de VEGF, disminuyen significativamente una 
vez extirpado el carcinoma. Los niveles séricos de VEGF pre y postoperatorio, se 
correlacionan con el grado de diferenciación tumoral. Los valores séricos del VEGF, no 
condicionan, ni se relacionan con la densidad de microvasos tumoral. 
 
¨ Los pacientes con niveles elevados de VEGF postoperatorio, tienen mayor indice de 
recidiva. Los pacientes con niveles de VEGF pre y postoperatorio altos, tienen mayor indice 
de mortalidad. La recidiva no se ve influenciada por la densidad de microvasos tumoral. Los 
pacientes cuya densidad de microvasos tumoral es elevada, tienen mayor mortalidad. 
 
¨ Tanto los niveles séricos de VEGF pre y postoperatorio, como la densidad de microvasos 
tumoral, fortalecen el poder predictivo, respecto a la recidiva y a la mortalidad, de los 
marcadores tumorales actualmente utilizados: CEA y CA 19-9.Las determinaciones de VEGF 
pre y postoperatorio, así como la densidad de micrivasos tumoral, aporta información 
adicional sobre el pronostico de pacientes con cáncer colorrectal. Puesto que los niveles de 
VEGF, se encuentran elevados en pacientes con cáncer colorrectal, disminuyendo tras la 
extirpación del tumor y muestran significación respecto a la recidiva y mortalidad de estos 
pacientes; podría perfilarse como un marcador tumoral. Si bien se precisaría estudios, con 
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mayor numero de pacientes y seguimiento completo a cinco años, para confirmar estos 
resultados.    
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